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摘 要：为研究东北虎粪微生物区系建立了东北虎粪细菌的 %3I /J0K 文库。通过 !"#L!和 $%&M"分别对阳性克

隆进行酶切分析，从东北虎的 %3I /J0K 文库中分别获得了 %" 个具有酶切差异的克隆。NOKI1 分析结果显示，在 %"
个克隆中，%$ 个克隆与梭菌属成员有 6PQ以上的同源性，其中有 3 个序列与诺维梭菌 K 型（’(#)*+%,%-. &#/0% ,HB. K）

有 66Q的同源性，为诺维梭菌 K 型；! 个序列与猪粪细菌 L14%2N（IR<?. ;8?C/. -8+,./<C; L14%2N）有 6PQ的同源性，

为消化链球菌属（123*#)*+23*#"#""-)）成员。其它序列与 S.?N8?T 中登录的序列同源性低于 6PQ，为 " 种未培养细菌，

其中 ! 种 %3I /L0K 基因序列分别与 ’(#)*+%,%-. 34)"-% 、破伤风梭菌 :22（’(#)*+%,%-. *2*4&% :22）、梭菌（’(#)*+%,%-. FB)）
%!"$" 及产气荚膜梭菌（’(#)*+%,%-. 32+5+%&62&)）有 6!Q U 6"Q的相似性。第 " 种与肉杆菌（’4+&#74"*2+%-. FB)）L4P#P6
株有 6!Q的同源性。
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动物的消化道中栖息着种类多样的、由细菌组

成的微生物区系。目前这些微生物中的大多数无法

用现有的技术培养［%］。随着分子生物学技术的发

展，对细菌的克隆、测序及序列分析已经成为分子生

态学研究环境微生物强有力的工具。各种数据库中

收录的 %3I /J0K 的序列已经超过了 P$$$$ 个，为这

种分子生态学的方法提供了可靠的分类依据。

人们对环境微生物的研究，主要是通过建立细

菌 %3I /J0K 克 隆 文 库 来 认 识 其 多 样 性 的。W8+.
等［#］首次将 %3I /L0K 基因序列分析技术，应用于环

境微生物区系中微生物的分类鉴定及系统发育关系

研究以来，关于环境细菌区系的报道已有许多，目前

已建立了人的结肠、牛的瘤胃及猪的消化道细菌的

%3I /J0K 文库［5 U "］。以虎为代表的肉食动物的消化

道微生物的种类还未见报道。本研究对东北虎粪细

菌区系组成进行了初探。

! 材料和方法

!(! 材料

!(!(! 实验材料：# 号东北虎及 # 号白虎当日新鲜

粪采自北京八达岭野生动物园，于早 2：$$ 至 2：5$，

采集新鲜粪样立即 G #$X冻存。

!(!() 主 要 试 剂：M01W，购 于 W/’;.@8 公 司；849

J0K 聚合酶、BYJ%241 载体、!"#L!、$%&M"等购于

18Z8L8 公司；胶回收试剂盒购于中科开瑞公司。

!() 样品提取的方法

室温下解冻样品，溶于 WNI（B[ PD!）缓冲液中，

制成 %"Q的悬液，根据作者筛选的方法，采用超声

波法裂解细菌，再以改良 \1KN 法抽提细菌核酸，作

为 W\L 反应的模板。

!(* +,% 反应及产物的纯化

W\L 反应的引物为细菌 %3I /J0K 全长通用引

物，2>，"]4\K\SSK1\\KSKS111SK1（ \^1）（K^\）

1SS\1\KS45]；和 %"%$/，"]4 S1SKKS\11K\SS（\^1）

1K\\11S11K\SK\1145]［%］。反应体系（"$#O）：缓冲

液 "#O，%$;;’(^O M01W $D "#O，#";;’(^O Y@\O#"#O，

:_ 849 J0K 聚合酶 %D#"#O，% U %$?@^;O 模板 %#O，

%$#;’(^O 上、下 游 引 物 各 %#O。 反 应 条 件：6!X
";<?；6!X #$F，"#X #$F，32X !$F，5$ 个循环；32X
%$;<?。反应产物的纯化根据胶回收试剂盒的操作

说明进行。

!(- !"# $.&’ 克隆及插入子的检测

W\L 产物与 BYJ%241 载体的连接，以及感受态

细胞（大肠杆菌 J["$，!)":2+%":%4 "#(% J["$），的制

备及转化，按《分子克隆实验指南》第二版的方法进

行［3］。在含有氨苄青霉素（"$#@^%$$;O）抗性平板上



培养、挑取阳性克隆。阳性克隆再用 !"#$ 和 !"#%
引物进行 &’( 反应，以检测插入子的正确性，除退火

温度提高至 )*+外，其它 &’( 反应条件和参数同上。

!"# $%& 产物的 &’($ 图谱分析

将 &’( 反应检测获得的阳性克隆 &’( 产物，分

别用限制性内切酶 !"#(!及 $%&,"进行酶切分

析，总反应体积为 "-#.：/#. &’( 反应产物、-0"#.
限制性内切酶及缓冲液 "#.，剩余体积以灭菌双蒸

水补足。酶切反应在 #1+过夜进行。产物用 "023
琼脂糖电泳检测。

!") 阳性克隆序列分析及进化树的建立

将 (4.& 图谱分析中有差异的阳性克隆进行测

序分析，测序结果首先在 (5& 数据库中进行嵌合序

列检测［1］。在 6789:8; 及 (5& 数据库中进行序列

同源性比较。与在 6789:8; 中选取的部分相似序

列，采用 &<=.>& 软件中的 5?@5>AB，对所有来源于

虎粪的序列与部分 6789:8; 中的最相似序列比较，

绘制进化系统进化树。

* 结果

*"! 虎粪细菌 !)+ ,-./ 序列分析

C2个克隆经 &’( 检测后，获得 "#D 个阳性克

隆。经 过 限 制 性 酶 切 分 析，筛 选 出 ") 个 不 同 的

"*A %(?@基因序列；其序列通过 9.@AB 分析，") 个

序列中有 "- 个序列与梭菌属成员有 C/3以上的同

源性，其中有 * 个序列在 "/1D 个碱基范围内与诺维

梭菌有 CC3的同源性，鉴定为诺维梭菌的不同型。

"E#、24""、24"2 与 29* 在 "#C2 范围内比对的结果都

与猪粪细菌 (BF"D9 有 C13的相似性。其他序列与

6789:8; 中的序列同源性低于 C13，属于未培养细

菌。其中，序列 "5# 与肉杆菌（’()&#*("+,)%-. GHI）
(F121C 株有 C/3的同源性（表 "）。

表 ! 虎（!"#$%&’" $()’(*）粪细菌的 !)+ ,-./ 的相似性比较结果

B:JK7 " ALMLK:%LNO P$ "*A %5?@ %7N%L7Q7, $%PM $7R:K $KP%: P$ NLS7%（/(&+0,)( +%1)%2）

’KP87 RP,7 :8, 6789:8;
:RR7GGLP8 8TMJ7% ?7:%7GN %7K:NLQ7 ALMLK:%LNOU3 !:NRVL8S J:G7

"’ / 34))D)D1 ’5#2+)%6%-. &#78% NOH7 @ CC0) "/*1U"/1/
"’ D @=))D)DD ’5#2+)%6%-. &#78% NOH7 @ CC02 "/**U"/1D
"’"" @=))D)C- ’5#2+)%6%-. &#78% NOH7 @ CC0" "/*#U"/11
"6 2 @=))D)C" ’5#2+)%6%-. &#78% NOH7 @ CC0) "/*CU"/11
2@ C @=))D)C2 ’5#2+)%6%-. &#78% NOH7 @ CC0# "/**U"/11
"5"- @=))D)DC ’5#2+)%6%-. &#78% NOH7 @ CD0* "/)*U"/11
"E # @=)D"D"D AWL87 M:8T%7 J:RN7%LTM (BF"D9 C101 "#)CU"#C"
24"" @=)D"D2- AWL87 M:8T%7 J:RN7%LTM (BF"D9 C10) "#)1U"#C2
24"2 @=)D"D2# AWL87 M:8T%7 J:RN7%LTM (BF"D9 C10# "#))U"#C2
29 * @=)D"D"C AWL87 M:8T%7 J:RN7%LTM (BF"D9 C10) "#)1U"#C2
24 ) @=)D"D2" ’5#2+)%6%-. 9(2"-% C)0C 11DUD""
"5 # @=)D"D"* ’()&#*("+,)%-. GHI (F121C C/0* "2/DU"#"C
"E / @=*D)C"D ’5#2+)%6%-. +,+(&% EDD C/0/ "#C)U"/1D
2’"2 @=*D)C"C ’5#2+)%6%-. GHI "/)-) C)0# "/-DU"/1D
"E 2 @=)D"D"1 ’5#2+)%6%-. 9,):)%&1,&2 C/0* "/1-U"/1*

*"* 系统发育分析

虎粪细菌测序克隆分布于梭菌属的 * 个类群

中，包括 # 个梭菌的类群、芽孢杆菌F乳酸杆菌F链球

菌类群、消化链球菌类群、产丁酸菌类群（图 "）。

9.@AB 分析显示，24 )、"E / 虽在序列的相似性

上分别与 ’5#2+)%6%-. 9(2"-% 及破伤风梭菌 EDD 有较

高的相似性，但在进化树中，两克隆在 12D 个碱基范

围内两序列间相似性较高。

"E2 在进化关系上同产气荚膜梭菌相近，与

9.@AB 结果一致。"5# 与肉杆菌 (F121C 株有 C/3

的同源性，在进化关系上，主要与低 6 X ’ 革兰氏阳

性菌 !)" 及 巨 大 芽 胞 杆 菌（ ;("%55-2 .,1(+,)%-.）

!Y#- 株亲缘关系相近。

2’"2 在 "/-- 个 碱 基 范 围 内 与 梭 菌 "/)-) 有

C)3 的 同 源 性，在 进 化 关 系 上 与 肉 毒 梭 菌 4 型

E;KT8, 2-24 及 氧 化 还 原 真 杆 菌（ !-*("+,)%-.
#<%6#),6-",&2）62F2 株亲缘关系相近。

来自白虎粪的克隆 #6 C 测序结果与进化关系

上都与多形链球菌相近。
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图 ! 虎粪细菌测序克隆与 "#$%&$’ 中最相似序列的同源关系
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虎粪细菌区系的组成如何，至今未见报道。本

研究对虎粪细菌区系组成进行了初步探讨，结果显

示虎粪细菌区系的主要组成为梭菌属的成员，均属

于低（@ C D）含量的厌氧细菌。与草食动物及杂食

动物相比，虎粪细菌区系简单，与其肠道结构特点相

关。虎的肠道长度通常在 6 E F 米范围内，体长G肠
长比仅为 % HI［F］。消化道的空间大小及食物在消化

道内转移的时间，是制约微生物生长繁殖的重要因素，

可能是导致区系中细菌组成贫乏的主要原因之一。

现代细菌学倾向于细菌的基因型特征结合表型

特征进行分类，公认的方法是依据细菌 %67 /J9: 序

列进行分类。目前建议的标准是，KKL E %MML全序

列相似性的细菌，判定为同一个种，KNL E KKL相似

者，定为同一个属［K，%M］。根据上述标准，虎粪中存在

诺维梭菌、消化链球菌属成员等优势菌。

梭菌属的细菌是很多动物的肠道及粪样微生物

区系中的优势菌，在虎粪中是最主要的优势菌。猪

肠道和粪样中还有瘤胃球菌、真杆菌等优势菌。这

些优势菌的相互关系如何，值得进一步研究。

虎粪中 I 个与猪粪细菌 JOP%FA 有 KNL同源性

的克隆，在 分 类 上 属 于 消 化 链 球 菌 属。Q’"-+’+25
等［%%］指出，这类细菌广泛存在于自然界，并呈全球

范围分布［%R］。在牛的瘤胃中少量存在，却可大量产

氨，其在虎消化道中扮演的角色如何，尚不清楚。
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《微生物学报》加入“万方数据”等数字化期刊群的声明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”。从 CDDC 年

开始，凡被本刊录用的文章均统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信息服务。本刊所付稿酬包含刊物内

容上网服务报酬，不再另付。

通常在期刊的出版过程中，不可能将其中的一篇撤掉。因此，本刊建议：凡不同意转让光盘版和网络版的作者，敬请改投

其他刊物。

读者可上网查询浏览本刊内容，刊物网址：-&&=：aaT%TU:4 =79(#<(8’0%4 8#14 8$

《微生物学报》编辑部
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